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諸言 
 
 脂質は生体内や食品中に様々な形で存在し、生体膜の構成因子やシグナル伝達物質、
エネルギーの貯蔵など、生理機能において重要な役割を担っている[1-3]。その一方で、
脂質分子が有する不飽和脂肪酸が酸化することで過酸化脂質が生成し（Fig. 1）、生体老
化や食品劣化の原因になると考えられているが、従来、生体や食品に含まれる微量な過
酸化脂質を測定することは非常に困難であった。その中で当研究室では、化学発光HPLC
法（CL-HPLC法）により生体や食品の過酸化脂質の測定を可能とし、過酸化脂質が生
体や食品に与える影響を明らかにし
てきた[4,5]。しかしながら、Fig. 1に示
す様な種々の過酸化脂質分子の中で、
実際にどのような分子種が生体老化
や食品劣化に関与するのか、加えて、
過酸化脂質が増加するメカニズムに
関しては未だ不明な点が多い。 
 この問題を解明するために、本研究
では過酸化脂質の異性体解析に着目
した。脂質は、自動酸化（ラジカル酸
化）、光暴露などが原因となる一重項
酸素酸化（光酸化）、リポキシゲナー
ゼをはじめとする酵素によって脂質
が酸化修飾を受ける酵素酸化、これら
の酸化機構により過酸化脂質となる
ことが知られている[6-8]。そして、そ
れぞれの酸化機構からは特徴的な異
性体（ヒドロペルオキシド基が結合す
る炭素原子の位置が異なる「位置異性
体」、位置異性体の中で二重結合の形
が異なる「cis-trans 異性体」）が特異的
に生成する（Fig. 2）。そのため、過酸
化脂質の異性体を精密に解析するこ
とにより、生体内や食品中における脂
質過酸化機構を解明できると考えた。 
 但し、酵素酸化により生じる異性体
は自動酸化と一重項酸素酸化のいず
れからも生じ得る（Fig. 2）。ゆえに、
Fig. 2. 酸化機構ごとに特徴的な異性体が生成する 
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過酸化脂質の位置異性体や cis-trans 異性体解析のみで酵素酸化の関与を正確に評価す
ることは難しい。そこで、酵素酸化の関与を評価するために過酸化脂質分子の立体異性
体（RS 異性体）解析に着目した。リポキシゲナーゼによる酵素酸化では S 体のみが生
じる一方で[6,9]、自動酸化や一重項酸素酸化では R 体と S 体が等量含まれるラセミ体が
生じる[8]（Fig. 3）。すなわち、酵素酸化に対して自動酸化や一重項酸素酸化で生じる過
酸化脂質の立体異性体の比率が異なるため、R 体と S 体の比率を解析することで、脂質
過酸化における酵素酸化の関与が評価できると考えた。 
 以上より、本研究では、過酸化脂質の生成機構を推定するために、過酸化脂質分子の
位置異性体、cis-trans 異性体、立体異性体、これらを精密に解析できる分析手法の構築
を目指した。 
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第 1 章 脂肪酸ヒドロペルオキシド（FAOOH）の異性体解析 
 
【背景・目的】生体や食品における脂質過酸化の進行における、酵素酸化や自動酸化、
一重項酸素酸化の関与に関しては未だ不明な点が多い。この解明には、過酸化脂質の詳
細な構造解析が有用と考えられるが、そのための簡便な分析法はない。FAOOH は種々
の過酸化脂質分子種の構成因子であるため（Fig. 1）、FAOOH の異性体分析法は、Fig. 1
に示す様な種々の過酸化脂質の解析に応用が可能と考えられる。そこで本研究では、リ
ノール酸ヒドロペルオキシド（HPODE）およびアラキドン酸ヒドロペルオキシド
（HPETE）異性体（Fig. 4）を瞬時に解析できるアルカリ金属を用いた LC-MS/MS 分析
法の開発に取り組んだ。 
【方法】リノール酸とアラキドン酸を、光増感剤（ローズベンガル）存在下で光酸化さ
せ（光照下、4℃、24 h）、リノール酸光酸化物から 6 種の HPODE、アラキドン酸光酸
化物から 8 種の HPETE を単離した。それぞれを 5 mM 酢酸アンモニウム、または、0.1 
mM 酢酸ナトリウムを含むメタノールに溶解させ標品とした。これらの標品と飛行時
間型質量分析計を用い、ナトリウムを用いた MS/MS 分析により[10]、HPODE と HPETE
の位置異性体解析に取り組んだ。さらに LC-MS/MS 分析により HPODE の cis-trans 異性
体、立体異性体の解析方法を検討した。 
【結果と考察】5 mM 酢酸アンモニウムを含むメ
タノールで調製した標品からは、構造解析に有用
な特徴的なフラグメントイオンは検出されなか
った（Fig. 5）。一方、ナトリウムを含むメタノー
ル溶液で調製した場合には、特徴的なフラグメン
トイオンが検出された（Fig. 5）。これらをもとに、
HPODE と HPETE の位置異性体を高感度・高選択
的に解析可能な新規 SRM（selective reaction 
monitoring）ペアを構築した[11]。 
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 次に、本手法の SRM を用いた LC-MS/MS 分析により HPODE の cis-trans 異性体、
立体異性体の解析方法を検討した。その結果、C18 カラム、あるいは CHIRALPAK IB3
カラムを用いることで cis-trans 異性体の（Figs 6, 7）、CHIRALPAK ID カラムにより立
体異性体の解析が可能となった（Fig. 8）。 
 以上より、本研究では FAOOH の高感度・高選択的な構造解析法を構築した。本法
により、生体や食品における過酸化脂質の生成機構（酵素酸化、自動酸化、一重項酸
素酸化）を解明でき、それらの予防法を構築することで、生体老化や食品劣化の抑制
に寄与できると期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fig. 6. C18 カラムを用いた LC-MS/MS分析による 
HPODEの位置・cis-trans異性体解析 
Fig. 8. CHIRALPAK ID カラムを用いた LC-MS/MS 
分析による HPODEの立体異性体解析 
Fig. 7. CHIRALPAK IB3カラムを用いた LC-MS/MS
分析による HPODEの位置・cis-trans異性体解析 
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第 2 章 リン脂質ヒドロペルオキシド（PCOOH）の異性体解析 
 
【背景・目的】PCOOH は脂質ヒドロペルオキシドの中で、特に生体で動脈硬化症をは
じめとする様々な疾患の発症や進行において重要な役割を担うことが示唆されている
[5,12,13]。そのため、疾患の発症や進行を予防・遅延するにあたり、PCOOH の発生機
序を理解することは非常に有益である。当研究室ではすでに、LC-MS/MS 分析により
PCOOH の位置異性体と cis-trans 異性体の分析を可能としている[10]。しかしながら、
酵素酸化の関与を評価するために重要な、ヒドロペルオキシド基が結合する不斉炭素を
もとにした PCOOH の立体異性体（RS 異性体）解析は、世界的にみても未だ達成され
ていない。そこで本研究では、生体における PCOOH の主要分子種である
16:0/13-9Z,11E-HPODE PC に着目し、PCOOH の立体異性体の解析方法の構築を目的と
した。 
 他方、これまでの我々の研究から、生体では酵素酸化による PCOOH のみならず、自
動酸化によって生じる PCOOH 分子種（cis-trans 異性体）も存在することが示唆されて
いる[10]。cis-trans 異性体は LC-MS/MS 分析の際に同一の SRM で検出される（Fig. 9）。
そのため、PCOOH の立体異性体を解析する際に、cis-trans 異性体が LC によって分離
されていない場合、同一のピークとして検出される。そこで、PCOOH の立体異性体を
解析する際の cis-trans 異性体の挙動も検討した。 
 
 
【方法】標品は、大豆リポキシゲナーゼとリノール酸を用いて 13(S)-9Z,11E-HPODE を、
リノール酸を自動酸化（40°C、48 h）させて 13(RS)-9Z,11E-HPODE を調製し、lysoPC
と合成することで酵素酸化由来の 16:0/13(S)-9Z,11E-HPODE PC と自動酸化由来の
16:0/13(RS)-9Z,11E-HPODE PC を合成した。[10,14]。これらの標品とキラルカラムを用
いて、酵素酸化の関与を評価するための立体異性体解析に有用な LC-MS/MS 分析条件
を検討した。さらに、cis-trans 異性体（自動酸化物、16:0/13-9E,11E-HPODE PC）の標
品を調製し、PCOOH の立体異性体解析において、cis-trans 異性体がどのように検出さ
れるかについても検討した。 
【結果と考察】16:0/13(RS)-9Z,11E-HPODE PC は CHIRALPAK OP(+)カラムの使用により、
明瞭にピーク分割され、PCOOH の立体異性体解析を世界で初めて達成した（Fig. 10）
[15]。本手法をもとに、例えば生体内の PCOOH を本分析法で解析した場合に、リポキ
シゲナーゼによって酵素的に生じた PCOOH の割合を解析することで、生体における酵
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異性体
RS
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Fig. 9. cis-trans異性体と立体異性体（RS異性体）は同じ SRMで検出される 
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素酸化の関与の解明につながる
と期待される。 
 加えて、本分析において
cis-trans異性体がどのように検出
されるかについて検討した結果、
16:0/13-9E,11E-HPODE PC が
16:0/13(S)-9Z,11E-HPODE PC と
同一の溶出時間に確認された
（Fig. 11）。そこで、16:0/13(R)- 
9Z,11E-HPODE PC と 16:0/13(S)-9Z,11E-HPODE PC を分離し、さらに、cis-trans 異性体で
ある 16:0/13-9E,11E-HPODE PC も同時に分離できる分析方法の構築を目指した。その結
果、OP(+)カラムに CHIRALPAK IB3 または ID カラムを組み合わせることで、自動酸化
によって生じる cis-trans 異性体も同時に分離、解析することが可能となった（Fig. 12）。
すなわち、PCOOH の生成機構を推定する上で、酵素酸化と自動酸化の関与を明確に評
価することが可能となり、疾患や食品劣化に関与する PCOOH の分子種や生成機構の推
定、生成機構に応じた脂質過酸化の予防法の構築に寄与できると期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Fig. 10. CHIRALPAK OP(+)カラムを用いることで LC-MS/MS
分析により PCOOHの立体異性体解析を達成した 
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Fig. 12. OP(+)カラムと CHIRALPAK IB3 カラ
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第 3 章 生体や食品における過酸化脂質の異性体解析 
 
【目的】第 1 章と第 2 章で構築した過酸化脂質の異性体解析方法を応用展開し、生体老
化や食品劣化に関与する脂質過酸化機構の解明を目指した。 
【方法】生体サンプルとしてヒト血漿由来のlow-density lipoprotein（LDL）から脂質を
抽出し、CHIRALPAK OP(+)カラムを用いてPCOOHの立体異性体解析を試みた。HPODE
をターゲット分子として、第1章で構築したLC-MS/MS分析により、食用油脂などの食
品サンプルにおける脂質過酸化の亢進メカニズムの検証を進めた。 
【結果と考察】健常人のヒト血漿LDLにおけるPCOOHの立体異性体解析の結果、健常
人の血中に存在するPCOOHは主に自動酸化によって生じていることが示唆された（Fig. 
13）。今後、疾患における異性体比率の変化を検討し、疾患に関与する脂質過酸化機構
の評価を進める。また、食品におけるHPODEの異性体解析により、食品の酸化劣化に
関与する脂質過酸化機構を検討している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. 13. OP（+）カラムを用いた健常人ヒト血漿 LDL由来 PCOOHの立体異性体解析 
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総括 
 
 本研究では生体や食品における脂質過酸化機構の解明に向けて、過酸化脂質分子の、
位置異性体、cis-trans異性体、立体異性体（RS異性体）、これらを精密に解析できる分
析法の構築を目的とした。 
 第1章では、種々の脂質ヒドロペルオキシドの構成因子となり、最も基本的な構造を
有するFAOOHの異性体解析に取り組んだ。まず初めに、ナトリウムを用いたMS/MS分
析により、HPODEとHPETEのそれぞれから、ヒドロペルオキシド基が結合する炭素原
子の位置が異なる「位置異性体」の構造情報を反映するプロダクトイオンを見出し、SRM
による高感度・高選択的なMS/MS分析法を構築した[11]。このMS/MS分析法により、従
来、NMRや質量分析といった複雑な解析を必要としたFAOOHの位置異性体構造をより
簡便に決定することが可能となった。そして次に、本手法を応用展開し、LCと組み合
わせることで、同一のSRMペアを有する「cis-trans異性体」や「立体異性体」の解析を
可能とした。FAOOHはPCOOHやTGOOHといった種々の過酸化脂質の部分構造である
ことから、本分析法は生体や食品におけるFAOOHの分析のみならず、種々の過酸化脂
質の異性体解析にも有用であると期待される。 
 第 2 章では、特に動脈硬化症をはじめとした様々な疾患の発症や進行において重要な
役割を担うことが示唆される PCOOH の発生機序を理解するために、世界的にみても未
だ達成されていない、ヒドロペルオキシド基が結合する不斉炭素をもとにした PCOOH
の立体異性体（RS 異性体）解析に取り組んだ。そのために、生体における PCOOH の
主要分子種である 16:0/13-9Z,11E-HPODE PC に着目し、LC-MS/MS による立体異性体の
分析法の構築を目指した。分離条件の探索により、16:0/13-9Z,11E-HPODE PC を R 体
（16:0/13(R)-9Z,11E-HPODE PC）と S 体（16:0/13(S)-9Z,11E-HPODE PC）に分割できる
条件を見出し、PCOOH の立体異性体分離を世界で初めて達成した[15]。さらに、本分
析法をもとに、生体内で 16:0/13-9Z,11E-HPODE PC と共に存在すると示唆される自動酸
化物である 16:0/13-9E,11E-HPODE PC（cis-trans 異性体）も同時に分離する手法を見出
し、PCOOH の cis-trans 異性体と立体異性体を同時に解析できる分析法を構築した。 
 第 3 章では第 1 章と第 2 章で構築した分析法を用いて、生体や食品における過酸化脂
質の異性体解析を進めている。 
 本研究によって、生体や食品の過酸化脂質の異性体解析が可能となり、自動酸化、酵
素酸化、一重項酸素酸化が生じる割合や、疾患の発症や進行、食品劣化に関与する過酸
化脂質異性体や生成機構を解明できると考えられる。さらには、生体や食品における脂
質過酸化の予防法構築にも大きく貢献できると期待される。  
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